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缩 略 词 表 
英文缩写         英文全称       中文全称 
mTOR                Mammalian target of rapamycin       雷帕霉素靶蛋白 
PI3P                 Phosphatidylinositol 3-phosphate     磷脂酰肌醇-3-磷酸 
DMSO                    Dimethyl sulfoxide                 二甲基亚砜 
DAB                    Diaminobenzidine                二氨基联苯胺 
OD                        Absorbance                          吸光度 
PBS                    Phosphate Buffer Solution            磷酸盐缓冲液 
VEGF               Vascular endothelial growth factor    血管内皮生长因子  
Beclin-1             Autophage related gene Beclin-1    自噬相关基因Beclin-1 
LC3-Ⅱ       Microtubule associate protein 2 light chain 3  微管相关蛋白2轻链3 
MTPD                 Mean trabecular plate density        平均骨小梁密度 
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摘 要 
第一章 
目的：研究骨折断端骨组织细胞自噬水平的改变。 
方法：成年雄性 SD大鼠 36只纳入此项研究。实验设计两个组，实验组：通过对
30只 SD大鼠行右股骨干中段骨折手术制作简单横行骨折模型，并分别于术后 6
小时、12小时、24小时、3天和 1周各时间点处死 5只大鼠摘取标本行免疫荧
光检测骨折断端处组织内 LC3-Ⅱ蛋白表达变化；对照组：摘取右股骨中段骨标
本行 LC3-Ⅱ免疫荧光检测。 
结果：免疫荧光染色检测结果显示，各组的 LC3-Ⅱ蛋白表达均定位于细胞质中，
对照组 LC3-Ⅱ蛋白呈散在表达，实验组各时间点所测得 LC3-Ⅱ蛋白表达均高于
对照组（P＜0.05），且随时间进展实验组 LC3-Ⅱ蛋白表达也呈动态变化。 
结论：骨折可造成创伤周围的骨组织细胞内自噬水平较正常时明显升高。 
关键词：骨折  自噬 
 
第二章 
目的：通过调控骨折大鼠体内的自噬通路水平，以评价自噬水平改变对骨折愈合
的影响。 
方法：将 189只成年雄性 SD大鼠纳入此实验。通过对 SD大鼠行右股骨干中段骨
折造模手术后将其平均分为 A、B、C 三组，每组 63 只。A 组（诱导自噬组）：
于腹腔内每日注射自噬诱导剂雷帕霉素（1mg/kg）；B组（对照组）：每日腹腔
内注射与实验组等量溶剂（0.4%DMSO，1.2ml/kg）；C组（抑制自噬组）：每日
于腹腔内注射自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（30mg/kg)。三组老鼠经造模成功后第
二天连续给药至收集标本前一日，各组分别于第 2、4、6周随机选取 5只大鼠行
X 线、Micro-CT 观察骨痂生长情况；选取 6 只大鼠行免疫荧光观测 LC3-Ⅱ蛋白
表达和行免疫组化观测 Beclin-1 蛋白表达来评价大鼠体内自噬水平；选取 5 只
大鼠行 H&E染色观察骨折断端骨组织成骨细胞数量评价成骨活性；选取 5只大鼠
行 Western Blot检测评价血管内皮生长因子（VEGF）表达情况。 
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结果：免疫荧光检查显示，各检测时间点上 A 组 LC3-Ⅱ蛋白在骨组织中表达明
显高于 B、C 两组，C 组 LC3-Ⅱ蛋白表达较其它两组明显降低。三组行 X 线检查
后发现 A、B 两组于造模 2 周后即开始有骨痂形成，而 C 组骨折线仍清晰可见，
此外 A组骨痂钙化时间均早于 B、C两组。Micro-CT第 6周结果显示的平均骨小
梁密度值：A 组 78.31±5.30、B 组 59.81±4.40，C 组 31.20±4.87，三组间差
异有统计学意义（P＜0.01）。A、B、C三组标本第 2周免疫组化结果显示 Beclin-1
蛋白阳性率分别为(78.34±5.23)%、（48.20±4.33）%和（31.22±4.65）%。 
结论：雷帕霉素和 3-甲基腺嘌呤可分别激活和抑制自噬通路水平，经检测自噬
相关标记物 LC3-Ⅱ和 Beclin-1在各组中表达的不同可有效反映出自噬水平在各
组中受调程度。经自噬诱导的实验组可发现骨折愈合时间及愈合质量均短于并优
于其它两组。 
关键词：骨折愈合  细胞自噬
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Abstract 
Chapter One 
Objective To research the process of autophagy in bone tissue after fracture at 
different time points. 
Methods Femur fracture model were established by surgery in male adult 
Sprague-Dawley (SD) rats. This experiment was designed by two groups: femur 
fracture group with 30 rats and normal group with 6 rats. Expression of LC3-Ⅱwas 
analyzed in both group by immunofluorescence at 6 hours, 12 hours, 24 hours, 3 days 
and 7 days after operation. 
Result Immunofluorescence staining showed that LC3 -Ⅱ protein expression in the 
cytoplasm of both groups, the control group LC3-Ⅱ protein was scattered while the 
LC3 -Ⅱ protein expression in experimental groups were higher than control group (P 
< 0.05). 
Conclusions Bone fracture could cause activation of autophagy in the rat femoral 
fracture model.  
Keywords: fracture; autophagy,  
 
Chapter Two 
Objective To research the effect on fracture healing by regulating the level of 
autophagy. 
Methods 189 rats femur fracture models were established by surgery in adult SD rats 
and divided in to A, B, C groups. A group: Rapamycin group (1 mg/kg weight/day) 
(n=63 rats) , B group: Dimethyl Sulfoxide (DMSO) vehicle control group 
(0.4%DMSO，1.2ml/kg ,n=63 rats) and C group is 3-mytheladenine group (30mg/kg 
n=63 rats) were administered intra peritoneally for 2 weeks,4 weeks and 6 weeks, and 
randomly kill 21 rats in each group at these 3 time points. X-ray, Micro-CT and H&E 
staining method were used to evaluate the femur fracture healing among each group. 
The indicators of effect on autophagy by pharmacology were analyzed by 
immunohistochemistry or immunofluorescence, and vascular endothelial growth 
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factor (VEGF) were analyzed by western blot. 
Result Immunofluorescence results showed that compared with A and B groups the 
expression of LC3-Ⅱ in C group were the lowest. At 2 weeks, the Beclin-1 
immunohistochemistry showed that the positive ratio of A, B, C groups were 
(78.34±5.23)%、(48.20±4.33)% and (31.22±4.65)%, and the X-rays showed that the 
fracture line of C group was still clearly visible but the other groups had callus 
growth , besides that, the calcification time of A group was earlier than B and C 
groups. The data of mean trabecular plate density in A, B, C groups were 78.31±5.30，
59.81±4.40 and 31.20±4.87 after 6 weeks. 
Conclusions These results suggest that rapamycin and 3-mytheladenine, at least in 
part by autophagy activation and inhibition, may play a role in fracture healing. The 
activation of autophagy may be an effective approach for bone fracture healing. 
Keywords: fracture healing; autophagy 
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 1 
前 言 
    骨折的愈合是组织学变化、生物化学变化等一系列复杂而有序的调节过程。
从宏观上来讲，患者年龄、健康状况、创伤程度以及骨折治疗后的固定吻合程度
都决定了骨折能否正常或良好愈合；从微观上讲，骨折端周围的骨组织细胞、免
疫细胞活性，骨折后的组织血供状况以及细胞因子的调节作用也在整个骨折愈合
过程中同样起着至关重要的作用。对于骨组织本身来说，它自身便具有很强的修
复能力，良好的愈合可以完全恢复骨骼的原有结构功能，凭借骨折部位能被新长
入的骨组织完全替代的能力，所以骨折愈合较之其它类型的组织愈合有所不同，
前者经愈合后很少留有瘢痕。尽管骨组织具备十分强大的修复功能，并且现今对
于不同类型的骨折已经有了一套具有针对性又十分详细的治疗理论体系，然而据
报道显示仍有近 5%-10%左右的骨折会在愈合过程中出现不良状况[1]，以至在临床
中对骨折进行治疗后发生骨折延迟愈合甚至骨折不愈合的情况仍不少见，从而给
患者病情的康复带来了极大的困难和生活上不必要的负担。因此，骨折愈合质量
的好坏对医务工作者的医疗实践和患者治疗后的生存状况息息相关。 
目前对骨折愈合过程中参与的分子信号通路、重要蛋白质的表达和各种细胞
因子的调节等相关研究已有大量的文献报道[2]，对于人体骨折愈合的过程也有较
为普遍的认识。从骨折愈合的形态组织学上讲，骨折愈合大致可分为骨折的一期
愈合与二期愈合。所谓一期愈合是一种特殊的骨折愈合形式，主要通过骨折断端
的直接成骨而达到骨折的愈合，该愈合方式常见于经手术切开复位使骨折达到解
剖复位的基础上，再于骨折处加压固定使骨折端紧密贴合后方可产生。对于骨折
的一期愈合又存在接触愈合与间隙愈合两种方式：前者常见于骨折经手术后达到
良好的复位标准乃至解剖复位，并使骨折端附近组织紧密接触而无大的间隙，该
愈合方式往往无内外骨痂产生，而是通过骨折两端的毛细血管和骨组织干细胞增
生，逐渐形成新的骨单位使骨折断端连接起来；后者基于一定的理论基础认为，
骨折端无论怎样的对位和固定都不可能消除间隙的存在，并且临床治疗过程中，
各种不同的骨折类型及骨折平面的不平整，更加无法使骨折端紧密的贴合在一
起，即使对骨折端加压固定有时也无法消除断端的间隙，而这一部分主要通过间
隙愈合的方式使骨折愈合。通过组织学研究发现，在骨折端的间隙中可存在一些
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不定形物质，它们可诱导形成纤维骨性支架，继而有来自骨内膜和骨外膜的板层
骨往内填充，继而有新生的骨单位在板层骨的形态基础上形成骨皮质，完成骨的
重建达到骨折愈合。上述的接触愈合和间隙愈合两种不同过程往往都遵循骨折一
期愈合的的主要特点，即愈合过程中无内外骨痂的形成并且没有软骨成骨的过
程。对于骨折的二期愈合，即是传统意义上的骨折愈合，主要于骨折端存在一定
的活动度且接触的也不够紧密时发生。根据其组织学上的变化过程主要分为三个
阶段：血肿机化期，原始骨痂形成期和骨性骨痂塑形期。在血肿机化期中，骨折
断端血管断裂丧失血供，可有几毫米的骨坏死，同时产生的坏死组织和淤血块可
引起无菌性炎症，早期由体内的清道夫细胞（巨噬细胞,单核细胞）清除这些坏
死组织，晚期在骨折断端有淋巴细胞，成纤维细胞或毛细血管侵入，骨内外膜的
生发层中成骨细胞增生活跃并开始产生骨样组织，最终使骨折端形成肉芽组织而
连接在一起，该过程在人体往往持续 2周左右时间。在血肿机化期后，骨内外膜
生发层中的成骨细胞继续增殖，于骨折端骨皮质的内外面生成新的骨组织即进入
原始骨痂形成期，骨折端的纤维组织开始转变为软骨组织，继而经过软骨增殖、
钙化等过程形成环形骨痂将两骨折端连接起来。由于刚形成的骨痂强度较弱，因
此骨痂需进一步塑形以增加其强度，这一变化过程主要发生在骨痂塑形期内。最
后骨组织恢复到正常的结构，骨折痕迹在组织学和影像学上均消失。 
虽然人们对于骨折愈合的形态学研究已有充分的了解和认识，但是到目前为
止，关于骨折愈合具体的细胞分子机制仍不清楚。有学者认为，骨折愈合是细胞
主导的一系列过程的结果，明确骨折愈合过程中细胞的作用，也就等于破解了骨
折愈合的基本机制。因此他们提出骨折愈合的机制主要是骨折愈合的细胞学机制
[3]。 
细胞自噬是一种重要的细胞机制，它是维持应激状态下细胞存活或促使细胞
死亡的十字路口。最新研究报道发现，细胞在疾病、创伤等应激环境中，可以通
过激活并启动自身的自噬功能水平来维持细胞在疾病、创伤等不适环境中的活性
[4]，更有研究证实了细胞自噬在癌症、心力衰竭、高血压、糖尿病以及脑神经等
疾病中所起到的突出作用，就此发现他们也提出了一些通过影响细胞自噬水平来
治疗相应疾病的可行性策略[5-8]。 
细胞自噬是指细胞内的大分子物质成分或受损的细胞器通过溶酶体降解，其
降解产物可变成营养细胞的物质或通过循环再次组装成新的细胞器过程的统称，
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它是真核生物所特有的细胞机制，该机制于由 Porter于 1962年在给鼠肝注入高
血糖素试验中首先观察到[9]。现在研究者将依据底物进入溶酶体的不同途径，把
真核细胞自噬过程划进一步分为三类，分别为分子伴侣介导的自噬
（chaperone-mediated autophagy, CMA），大自噬（macroautophagy）和微自噬
（microautophagy）。此外，在细胞自噬通路转导的过程中，雷帕霉素靶蛋白
（Mammalian Target of Rapamycin，mTOR）对该通路水平的调节起着重要作用。
mTOR 蛋白是细胞内多种信号通路的聚焦核心，其活性对于细胞生长、分化及增
殖有着重要影响。此外，mTOR 蛋白还是自噬通路的上游调节蛋白，它可通过“感
知”细胞营养水平来协调细胞自噬程度从而指导细胞的生长和发育过程。如果细
胞所处环境能够给细胞带来丰富的养分，此时的 mTOR 蛋白活性升高使得底物
蛋白 ULK1 和 ATG13 磷酸化程度加强，实现对细胞自噬机制进程的抑制作用；
相反当细胞遭受剧烈的内环境改变使得养分供应不足的话，便会抑制 mTOR 蛋
白的活性，使得细胞自噬过程启动从而指导一系列细胞内大分子物质和损伤细胞
器的降解。在实现物质降解之前，在自噬过程中还需要形成一个膜性结构来包裹
这些待降解的物质，而这一球形膜状结构的形成需要受一种称为丝氨酸/苏氨酸
蛋白激酶 PIKK 家族（PtdIns3K）的成员所介导。该成员可通过磷酸化磷脂酰肌
醇-3-磷酸（PI3P）来招募脂分子，随着脂分子数量越来越多，最终扩展成为一膜
性结构包裹住了待降解的物质，形成所谓的自噬体。 
在研究自噬机制对细胞的影响过程中，人们发现了许多化学试剂具有调节自
噬水平的作用，在这些所发现的试剂中雷帕霉素（Rapamycin）和 3-甲基腺嘌呤
（3-Methyladenine）运用的较为广泛。雷帕霉素主要通过抑制 mTOR 蛋白的活性
升高细胞的自噬水平；3-甲基腺嘌呤是 PI3P 的抑制剂，通过抑制 PI3P 介导的自
噬体的形成过程来抑制细胞自噬的水平。 
人们已了解到细胞自噬现象在所有基础代谢水平的细胞中都会发生，在不同
的细胞和组织里其自噬现象的基础水平亦不相同[10]。尤其在一些压力环境或细胞
破坏因素存在下还能激活细胞自噬通路，大量促使自噬现象的产生。这些诱发因
素包括外界环境中营养成分减少，缺血缺氧，生长影子浓度变化等；也有细胞内
环境改变如代谢压力、细胞衰老、细胞器破损、蛋白质折叠错误或聚集等。以上
这些因素都可以诱发细胞的自噬。 
现在研究已表明，在基础代谢条件下，自噬的主要作用是清除细胞内损伤
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的细胞器和折叠错误的蛋白质[11]，起着体内清道夫的作用。这一机制在终末分化
细胞和长寿命细胞中体现得尤为重要，如一定程度的细胞自噬水平具有维持神经
细胞或心肌细胞的自身稳态平衡和正常功能运转的重要作用，从而能让细胞更健
康的存活[12]。同样的道理我认为，对于具有较长寿命的骨细胞来说，骨细胞的自
噬机制也具有上述类似的作用。 
当细胞处于在压力环境或损伤因素作用下，细胞内自噬通路会被更广的激
活造成自噬水平显著提升。现在的研究已经证实，在压力或损伤环境中细胞通过
启动自噬作用来降解胞质中多余的蛋白质或损伤的细胞器，通过其降解后的产物
（如氨基酸、脂质和多糖）来提供更多的营养物质帮助应激环境下的细胞“渡过
难关”[13]。众所周知，骨组织中的骨细胞相对于成骨细胞来说生存在一个缺氧和
营养匮乏的环境中，于是有学者猜测骨细胞的自噬水平将高于成骨细胞的自噬水
平。就这一猜测，Zahm AM[14]等对小鼠胫骨进行免疫标记检测来比较骨细胞和成
骨细胞自噬体标志性蛋白 LC3 的数量，结果发现骨细胞的自噬水平高于成骨细
胞，同样的现象也在 Watson RI 对兔长骨进行自噬检测实验中发现[15]。通过他们
的研究可以反应出骨细胞在低氧低营养物质的环境中通过启动自噬作用来维持
或增强自身活性。而对于骨折端的骨组织细胞来说，在压力应激环境下，自噬作
用对于骨细胞存活的维持扮演了重要的角色[16]。同时也有文献猜测自噬在骨生长
与吸收及骨骼塑形方面有密切关联[16]。 
    最近也有研究报道通过建立其他类型老鼠动物模型来阐明自噬在成骨细胞
活性的影响。例如，Zhao H 通过实验去除大鼠骨细胞中 Atg7 蛋白来抑制成骨细
胞的自噬作用，结果显示大鼠骨皮质密度显著降低[17]。Yang D[18]在实验中通过去
除大鼠成骨细胞上的 Fip200 蛋白来阻碍自噬体的形成，最后由于老鼠成骨作用
减弱出现骨骼生长不良，骨质明显降低的现象。又有研究报道他们通过高通量小
分子筛选实验发现诱导自噬形成的雷帕霉素能够提高成骨细胞的分化和生长[19]。
这些实验研究进一步表明细胞自噬机制在提高骨骼生长和骨组织矿化过程中有
重要作用。 
骨组织在保持自身的生长形成与降解吸收之间的动态平衡有赖于多能干细
胞、成骨细胞、破骨细胞及血管内皮细胞等各种细胞之间的相互协调[20]。骨折发
生后对于创伤周围细胞和组织造成了一个巨大的应激环境。血供的缺乏，氧份的
减少，炎症因子的释放等因素都将是骨折后能否正常愈合带来了巨大的挑战。然
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